[image: ]検量線の作成

１　方法：フェノール硫酸法

２　標準液：ブドウ糖
ブドウ糖標準液（1000μg/mL）の調整
　　　　ブドウ糖1gを水に溶かして1000mLにする。
（100mLビーカーに量り、水を加えてフラスコに移す）
　　　　※その日か冷蔵して次の日に使用するなら水に溶かす方法でも良いが、数日後に使用するならメタリン酸に溶かしたほうが良い。

３　試薬：5%フェノール、濃硫酸

４　器具：100mLビーカー、10mLメスピペット、100mLメスフラスコ、駒込ピペット、100mL三角フラスコ、1mLホールピペット、5mLホールピペット、共栓試験管、分光光度計専用試験管、試験管ばさみ、タイマー、分光光度計分光光度計は、使用する2時間以上前から立ち上げておき、実験はじめには純水で0調整も行う


５　手順
1 [image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1674.JPG]1000μg/mLブドウ糖標準液を100mLビーカーに70～80mLとる。


[image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1680.JPG]
2 そこから10mLメスピペットで10mLとり、100mLメスフラスコに1mL落とす。
標線を目の高さに合わせ、はかり取り、慎重に1mL落とす


[image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1683.JPG]
3 蒸留水で100mLに定容し、よく混ぜる。
標線近くでは、駒込ピペットで１滴ずつ慎重に定容する



4 [image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1688.JPG]すべて三角フラスコに移す。



5 [image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1689.JPG]①～④の工程と同様に、ブドウ標準液を2mL、4mL、6mL、8mLそれぞれとって100mLに定容　
した試料を作る。テープで表示(2mLなど)をすると間違えない




6 [image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1705.JPG]各試料をホールピペットでそれぞれ1mLずつ共栓試験管にとる。
同じホールピペットを共洗いしながら使用する。2mLから4mL,6mL,8mLの順で。（濃度の薄いのから濃いものへ）



7 5%フェノール液をホールピペットで1mLとり、共栓試験管に加える。

[image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1716.JPG]

8 濃硫酸5mLをホールピペットでとり、共栓試験管に速やかに加える。
※溶液がすべて激しく混ざり合うように、試験管中間の高さあたりから
速やかに加える。この時の混ざり具合が値に影響される。硫酸は大変危険なので、取り扱いには十分注意を払いましょう


[image: ]
9 栓をしてよく混合し、15分間呈色させる。
※タイマーを使用する（硫酸を加える時にスタート）
人差し指で栓を押えて試験管を上下に振る


10 [image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1721.JPG]次の試料も同様に行う。
※次の試料の硫酸を加えるタイミングは1分30秒、3分、4分30秒、
6分の時

11 15分経過したら専用試験管に移し、分光光度計（波長490nm）で透過率を測定する。
※試験管ばさみで挟んで移すと手に硫酸が付かず安全
※時間の経過とともに透過率の値が変わるので、同じ条件の15分経過時に合わせる
[image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1726.JPG][image: C:\Users\takaesuki\Desktop\糖質定量実験\132_0826\RIMG1723.JPG]
小数点第1位までを求める



12 透過率-吸光度換算表で吸光度を読み取る。
小数点第2位までを求める
（第3位を四捨五入）



13 [bookmark: _GoBack]縦軸に吸光度、横軸に糖量(μg/mL)のグラフを作成し、検量線を引く。


5点中3点は一致したい
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